Cloning, Expression and Antimicrobial Activity Analysis of Hepcidin Gene Variants in Two Cultured Fish, Pagrus major and Spagrus macrocephalus by 杨明
学校编码：10384                                     分类号      密级        
学号：B200327007                                               UDC        
 
 
博  士  学  位  论  文 
养殖真鲷、黑鲷抗菌肽 hepcidin 的基因 
克隆、表达特性及其抗菌活性研究 
Cloning, Expression and Antimicrobial Activity Analysis of Hepcidin 
Gene Variants in Two Cultured Fish, Pagrus major and Spagrus 
macrocephalus 
 
杨  明 
指导教师姓名：李 少 菁 教授 
王 克 坚 教授 
专  业 名 称： 海洋生物学 
论文提交日期： 2006 年 6 月 
论文答辩时间： 2006 年 7 月 
学位授予日期：    
 
辩委员会主席：  王桂忠  教 授 
评   阅   人：  冯书章 研究员 
  刘维全  教 授 
  聂  品 研究员 
 






















                        声明人（签名）： 










































  1、保密（ ），在   年解密后适用本授权书。 




作者签名：      日期：  年 月 日 



















目  录  
A-1 
目    录 
缩略语中英文对照表  ……………………………………………………………B-1 
中文摘要  …………………………………………………………………………C-1 
英文摘要  …………………………………………………………………………C-4 
第一章 绪论  ……………………………………………………………………… 1 
第一节 海洋鱼类抗菌肽研究进展  ………………………………………… 2 
第二节 Hepcidin研究进展  …………………………………………………10 
第三节 本研究的技术路线、目的和意义  …………………………………17 
第二章 真鲷鳃cDNA文库的构建及hepcidin基因的扩增…………………………19 
第一节 材料与方法 ………………………………………………………… 19 
1.1 材料…………………………………………………………………… 20 
1.2 实验方法……………………………………………………………… 23 
第二节 结果……………………………………………………………………27 
2.1 总RNA的提取和Poly(A) mRNA分离 ………………………………… 27 
2.2 消化后的双链DNA …………………………………………………… 28 
2.3 文库滴度和容量测定………………………………………………… 28 
2.4 cDNA文库插入片段的随机测定……………………………………… 29 
2.5 hepcidin基因的扩增及序列分析…………………………………… 30 
第三节 讨论 ………………………………………………………………… 30 
第三章 养殖真鲷、黑鲷不同器官、组织 hepcidin 基因的克隆与序列分析…… 32 
第一节 材料与方法 ………………………………………………………… 32 
1.1 材料…………………………………………………………………… 32 
1.2 实验方法……………………………………………………………… 35 
第二节 结果……………………………………………………………………44 
2.1 总RNA提取 …………………………………………………………… 44 
2.2 RT-PCR结果…………………………………………………………… 44 
2.3真鲷3´RACE和5´RACE结果 …………………………………………… 46 
2.4黑鲷 3´RACE结果……………………………………………………… 49 

















第三节 讨论 ………………………………………………………………… 54 
3.1 RACE技术的应用……………………………………………………… 54 
3.2 推导的真鲷、黑鲷氨基酸序列 ……………………………………… 57 
3.3 真鲷、黑鲷多条 hepcidin 序列的获得  …………………………… 58 
3.4 hepcidin 的功能……………………………………………………… 59 
第四章 真鲷、黑鲷hepcidin基因组DNA扩增及上游调控元件分析………………61 
第一节 材料与方法 ………………………………………………………… 61 
1.1 材料…………………………………………………………………… 61 
1.2 实验方法……………………………………………………………… 62 
第二节 结果……………………………………………………………………67 
2.1基因组提取及hepcidin DNA片段的扩增 …………………………… 67 
2.2 真鲷基因组 hepcidin 上下游片段的扩增及序列分析  …………… 67 
2.3 黑鲷基因组 hepcidin 侧翼片段的扩增及序列分析………………… 70 
第三节 讨论……………………………………………………………………72 
3.1连接头特异扩增及反向PCR扩增的应用………………………………72 




第一节 材料与方法 ………………………………………………………… 77 
1.1 材料…………………………………………………………………… 77 
1.2 实验方法……………………………………………………………… 79 
第二节 结果……………………………………………………………………84 
2.1 总RNA提取 …………………………………………………………… 84 
2.2 杂交用探针长度及杂交温度………………………………………… 88 
2.3 探针浓度的测定……………………………………………………… 88 













目  录  
A-3 
2.5 斑点杂交检测黑鲷幼鱼和成鱼多器官、组织中 hepcidin 的表达…90 
2.6 细菌感染后黑鲷幼鱼多器官、组织中 hepcidin 的表达……………93 
2.7 右旋糖酐铁注射黑鲷幼鱼多器官、组织中 hepcidin 的表达………97 
第三节 讨论 ………………………………………………………………… 98 
3.1 Dot-blot 与 Northern-blot………………………………………… 98 
3.2 hepcidin 的器官、组织特异性表达………………………………… 99 
3.3 细菌感染和铁过量对 hepcidin 的诱导 ……………………………100 
第六章 hepcidin 的原核表达、抗菌活性测定及抗体制备…………………… 102 
第一节 材料与方法………………………………………………………… 102 
1.1 材料 ………………………………………………………………… 102 
1.2 实验方法 …………………………………………………………… 107 
第二节 结果 …………………………………………………………………115 
2.1 预连接 pTrc-CKS 表达载体和 hepcidin2 目的 cDNA 片段的制备…115 
2.2 pTrc-CKS/hepcidin2 表达载体的鉴定及测序………………………116 
2.3 pTrc-CKS/hepcidin2 重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达…………118 
2.4 hepcidin2 融合表达产物的纯化及 Western-blot 鉴定……………119 
2.5 纯化表达产物的脱盐及酶切…………………………………………121 
2.6 hepcidin 原核表达蛋白抗菌活性的测定……………………………122 
2.7 表达蛋白抗血清效价的测定…………………………………………124 
第三节 讨论………………………………………………………………… 125 
3.1 pTrc-CKS 融合表达载体的选择………………………………………125 
3.2 hepcidin 融合表达产物的诱导及纯化………………………………125 
3.3 hepcidin 抗菌活性的相关研究………………………………………126 

















Doctoral dissertation of Xiamen University 
A- 4 
CONTENTS 
Lists of abbreviation…………………………………………………………… B-1 
Abstract in Chinese………………………………………………………………C-1 
Abstract in English………………………………………………………………C-4 
Chapter 1: Introduction…………………………………………………………… 1 
Section 1: Progress of antimicrobial peptide studies in marine fish……2 
Section 2: Progress in the field of hepcidin studies………………………10 
Section 3: Protocol, purpose and significance of studies………………17 
Chapter 2: Construction of a cDNA library from gills of Pagrus major with the 
cloning of hepcidin gene……………………………………………19 
Section 1: Materials and methods…………………………………………19 
1.1 Materials ………………………………………………………………20 
1.2 Methods……………………………………………………………… 23 
Section 2:Results…………………………………………………………… 27 
2.1 Isolation of total RNA and Poly(A) mRNA……………………… 27 
2.2 Digestion of dsDNA………………………………………………… 28 
2.3 Titer and capacity of cDNA library…………………………………28 
2.4 PCR of random picked phagemids from cDNA library…………29 
2.5 Cloning of hepcidin gene from cDNA library……………………30 
Section 3: Discussion……………………………………………………… 30 
Chapter 3: Cloning and sequence analysis of hepcidin cDNA from tissues of 















Section 1: Materials and methods…………………………………………32 
1.1 Materials……………………………………………………………… 32 
1.2 Methods……………………………………………………………… 35 
Section 2: Results……………………………………………………………44 
2.1 Total RNA isolation………………………………………………… 44 
2.2 Results of RT-PCR………………………………………………… 44 
2.3 Results of 3´RACE and 5´RACE from Pagrus major………… 46 
2.4 Results of 3´RACE from Spagrus macrocephalus…………… 49 
2.5 Analysis of hepcidin cDNA and deduced amino acid sequences 
amplified from tissues of Pagrus major and Spagrus 
macrocephalus………………………………………………………51 
2.6 Multiple alignment of deduced hepcidin amino acid sequences 
with other known and predicted hepcidins………………………54 
Section 3: Discussion……………………………………………………… 54 
3.1 RACE………………………………………………………………… 54 
3.2 Hepcidin amino acid sequences……………………………………57 
3.3 Hepcidin variants from different tissues………………………… 58 
3.4 Functional studies on hepcidin…………………………………… 59 
Chapter 4: Analysis of genomic organization and upstream regulatory 
elements of hepcidin genes from Pagrus major and Spagrus 
macrocephalus……………………………………………………… 61 













Doctoral dissertation of Xiamen University 
A- 6 
1.1 Materials……………………………………………………………… 61 
1.2 Methods……………………………………………………………… 62 
Section 2: Results……………………………………………………………67 
2.1 Extraction and amplification of hepcidin genomic DNA……  67 
2.2 The flanking sequence amplification of hepcidin genomic DNA 
from Pagrus major………………………………………………… 67 
2.3 The flanking sequence amplification for hepcidin genomic DNA 
from Spagrus macrocephalus…………………………………… 70 
Section 3: Discussion……………………………………………………… 72 
3.1 LA PCRTM in vitro Cloning Kit and inverse PCR……………………72 
3.2 Hepcidin variants…………………………………………………… 74 
3.3 Analysis of upstream regulatory elements……………………… 75 
Chapter 5: Tissue-specific gene expression analysis of hepcidin genes in 
black porgy………………………………………………………… 77 
Section 1: Materials and methods…………………………………………77 
1.1 Materials……………………………………………………………… 77 
1.2 Methods……………………………………………………………… 79 
Section 2: Results…………………………………………………………… 84 
2.1 Total RNA isolation………………………………………………… 84 
2.2 Determination of the hybrid temperature of labeled probes…88 
2.3 Determination of the concentration of labeled probes……… 88 















gene in naturally raised junvenile black porgy……………………90 
2.5 Dot blot analysis of tissue-specific expression of the hepcidin 
gene in naturally raised junvenile and adult black porgy………90 
2.6 Time course of hepcidin expression in bacterially challenged 
junvenile black porgy……………………………………………… 93 
2.7 Time course of hepcidin expression in dextran iron injected 
junvenile black porgy……………………………………………… 97 
Section 3: Discussion……………………………………………………… 98 
3.1 Dot-blot and Northern-blot…………………………………………98 
3.2 Tissue-specific expression of hepcidin gene in black porgy…99 
3.3 Expression of the hepcidin gene following bacterially challenged 
and iron overloading………………………………………………100 
Chapter 6: Expression, antimicrobial assay of recombinant hepcidin and 
preparation of anti-hepcidin antibody………………………… 102 
Section 1: Materials and methods……………………………………… 102 
1.1 Materials…………………………………………………………… 102 
1.2 Methods………………………………………………………………107 
Section 2: Results………………………………………………………… 115 
2.1 Preparation of pTrc-CKS and hepcidin2 fragment……………115 
2.2 Identification and sequencing of pTrc-CKS/hepcidin2………116 














Doctoral dissertation of Xiamen University 
A- 8 
2.4 Identification and purification of fusion protein…………………119 
2.5 Desaltification and protease digestion of fusion protein………121 
2.6 Antimicrobial assay of recombinant hepcidin………………… 122 
2.7 Determination of titer of the anti-sera by indirect ELISA………124 
Section 3: Discussion………………………………………………………125 
3.1 Characteristics of pTrc-CKS vector………………………………125 
3.2 Expression and purification of hepcidin fusion protein……… 125 
3.3 Research on antimicrobial activity of hepcidin…………………126 
3.4 Research on in vitro expression of hepcidin……………………127 
Summary………………………………………………………………………… 128 
References……………………………………………………………………… 131 

















缩写 英文 中文 
a.a. Amino acid 氨基酸 
Amp Ampicillin 氨卡青霉素 
AMV-RT Avian myeloblastosis virus reverse transcriptase 禽类成髓细胞瘤病毒反转
录酶 
BLAST Basic local alignment search tool 基本局域联配搜寻工具 
bp Base pair 碱基对 
Bis Bisacrylamide N, N’-甲叉丙烯酰胺 
BSA Bovine serum albumen 牛血清蛋白 
cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
DEPC Diethyl pyrocarbonate 焦碳酸二乙脂 
DTT Dithiothreitol 二硫苏糖醇 
EB Ethidium bromide 溴化乙啶 
EDTA Ethylene diamine teraacetic acid 乙二胺四乙酸 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验 
EST Expressed sequence tag 表达序列标签 
IMAC Immobilized metal ion affinity chromatography 金属鏊合层析 
IPTG Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranoside 异丙基硫代-β-D-半乳糖苷 
kDa Kilodalton 千道尔顿 
KI Killing index 杀伤指数 
LB Luria-Bertani medium LB 培养基 
mRNA Messenger ribonucleic acid 信使RNA 
NCBI National center for biotechnology information 美国国家生物信息中心 
ORF Open reading frame 开放阅读框 
PAGE Polyacrylanide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
PBS Phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 















pNPP ρ-nitrophenyl phosphate, disodium 对硝基苯磷酸二钠 
RACE Rapid amplfication of cDNA ends 快速扩增cDNA末端 
RT Reverse transcription 反转录 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 
SDS-PAGE SDS-polyacrylanide gel electrophoresis SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 
SMART Switching mechanism at 5’ end of RNA transcript RNA转录本5’末端转换机
制 
TAE Tris-acetic acid-EDTA buffer Tris-乙酸 EDTA 缓冲液 
U Unit 活性单位 
UTR Untranslated region 非翻译区 














摘  要 
C-1 
摘   要 
 
抗菌肽(antimicrobial peptide)是一类具有广谱抗微生物活性的天然小肽类物
质，是先天免疫系统中重要的非特异性免疫因子。Hepcidin 是 2000 年首先从人
类中发现的一类富含半胱氨酸、性质独特的抗菌肽，其不仅具有显著的抗微生物
活性，还被认为是一种关键的铁代谢调节因子，在鱼类中分布广泛。本论文以我




1 构建了真鲷鳃 cDNA 文库。以细菌攻毒的真鲷鳃为材料，提取并分离出
mRNA，合成双链后，回收500bp～4,000bp cDNA片段，构建了λZAP表达型cDNA
文库。初级文库的容量为 1.75 ×105 个重组子，扩增文库的滴度达到 1×109pfu/mL，
随机挑选重组克隆的插入片段在 500～2000bp 之间。根据已发表的 hepcidin 序列
的保守区域设计特异性引物，以此引物做 PCR 扩增文库，获得了 hepcidin 抗菌
肽基因 cDNA 片段（GenBank 登录号为 AY574220）。该 cDNA 文库的构建为分
离和筛选抗菌肽及其它免疫相关基因奠定基础。 
2 克隆获得了真鲷、黑鲷 hepcidin 基因与基因不同变体 cDNA 序列。利用反
转录－聚合酶链式反应（RT-PCR）和 cDNA 末端快速扩增技术（RACE）从细菌
感染后采集的养殖真鲷肝脏和鳃分离到 2 条 hepcidin cDNA 序列（GenBank 登录
号为 AY557619、AY669383），从黑鲷的肝脏、脾脏、肾脏、鳃、皮肤和血液中
分离出 7 条 hepdidin cDNA 序列（GenBank 登录号为 AY669376～82），每条 cDNA
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3 克隆获得 hepcidin 基因组 DNA 序列，阐明了基因的组成。应用 PCR、反
向 PCR 等方法对真鲷、黑鲷 hepcidin 基因组 DNA 及侧翼序列进行扩增，结果获
得了 5 条与其 hepcidin cDNA 相对应的基因组 DNA 序列。比较获得的 hepcidin
基因的组成结构，发现它们都是由 3 个外显子和 2 个内含子组成，第一个外显子
包含 5´UTR、信号肽和部分优势域编码序列，优势域从第一个外显子跨越第二个
外显子一直延伸到第三个外显子，而第三个外显子也包含部分的优势域编码序列
及 3´UTR。分析真鲷和黑鲷 hepcidin 基因上游区域，发现 TATA 框和帽子结构，
确认的转录起始位点与扩增得到的 hepcidin cDNA 的 5´端起始序列一致；另外还
发现了上游调控区内多种转录因子的结合位点，包括 C/EBPβ 因子、核因子
（NF-κB、HNF-3b）和 GATA 结合因子等。 
4 揭示了 hepcidin 基因在黑鲷不同生长阶段、诱导条件下多器官、组织中的
表达特性。（1）应用 RT-PCR 方法检测黑鲷幼鱼肝脏、脾脏、肾脏、心脏、脑、
胃肠、鳃、皮肤和血液中的 hepcidin mRNA，结果所有被检测器官、组织中均呈






和 Northern-blot 方法检测细菌感染黑鲷幼鱼各器官、组织 hepcidin 表达，发现在
细菌感染后 48h 内，随着时间延长，hepcidin 在肝脏中的表达水平明显升高，但
是在其它器官、组织中其表达量变化不明显。肝脏 hepcidin 的表达量变化在 4 个
时间组间存在显著性差异（P≤0.05）。（3）应用点杂交检测右旋糖酐铁注射后黑
鲷幼鱼各器官、组织 hepcidin 表达，结果 hepcidin 的表达水平在肝脏中随着注射
时间延长明显升高，而在脾脏和肾脏中其表达量变化不明显；肝脏 hepcidin 表达
量在铁注射 4d 和 5d 组与未注射组之间，均存在极显著性差异（P<0.01），表明
铁注射 5d 内肝脏中 hepcdin 的表达量发生极显著变化。该实验表明细菌感染和
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5 Hepcidin 基因的体外表达、抗菌活性测定及其抗体的制备。根据已获得的
黑鲷 hepcidin cDNA 序列，经过引物末端加接头改造等方法除去信号肽序列，成






（KI），结果显示：hepcidin 表达蛋白在 25～50μg/mL 浓度下能够选择性的抑制
部分革兰氏阴性菌（如大肠杆菌和副溶血弧菌）、阳性菌（如金色葡萄球菌和溶
壁微球菌）的生长，但是对枯草芽孢杆菌没有抗菌性。将融合蛋白酶切产物免疫
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